























composition  and  recycling.  Pesticides  are  extensively  used  in  agriculture  to  control  pests  and 






exposed  to  pesticides.  Operational  taxonomic  units  of  the  genera  Enterobacter,  Aeromonas, 
Comamonas,  Stenotrophomonas,  Bordetella,  and  Staphylococcus  decreased  in  areas  exposed  to 
pesticides. Conversely, Domibacillus, Acinetobacter, Pseudomonas, and Bacillus increased in abundance 
in pesticide‐exposed areas. Simpson and Shannon diversity indices and canonical correspondence 
analysis  demonstrated  a  decrease  in  bacterial  diversity  and  composition  in  areas  exposed  to 
pesticides. These  results  suggest  bacteria  genera unaffected  by pesticides  that  could  be  further 
evaluated to identify species for bioremediation. Moreover, there is a need for alternative ways of 






Microbes play an  important role  in soil ecosystems and their activities are critical  in nutrient 
composition  and  recycling  [1–3].  The  increasing  global  human  population  (expected  to  be 
approximately 9.7 billion by 2050) would dramatically increase the demand for food resources [4]. 
The  increase  in demand  for  food  throughout  the world has prompted  farmers  to devise ways  to 











and  farmland  biodiversity  [9,10].  Among  the  non‐target  populations,  soil  microorganisms  are 
extremely  important,  since  they  play  an  essential  role  in  nutrient  turnover  [11]  and  maintain 
generative capacities of agroecosystems [12]. The impact of pesticides on soil bacterial populations 
could also be used as potential  indicators of  their  toxicity and alteration of  the environment  [13]. 
Metabolites or the degraded products of pesticides can persist in the soil long‐term. For example, 
trifloxystrobin typically has a half‐life of 7 days in the soil, whereas its metabolite (E,E)‐trifloxystrobin 
acid)  has  a  half‐life  of  up  to  268 days  [13].  Previous  studies  on  tebuconazole  and  carbendazim 
indicated  that  increase  in  concentration  of  these  pesticides  can  affect  soil  microbial  activity. 
Specifically,  increasing  concentrations  of  moderate  to  high  doses  of  tebuconazole  significantly 







the  rice  field  ecosystem  is  one  of  the major  contributing  agroecosystems  from which  pesticide 






















































g/L)  3.0 L  Selective herbicide  spraying  3 
2.2. Sampling Procedure for Soil 
Wet soil samples (5–10 g) were collected from different locations along the irrigation canal from 
the  water  source  upstream,  the  rice  field  itself  (where  the  chemicals  are  applied),  and  areas 
downstream  of  the  irrigation  canal. The  soil  samples were  collected using  soil  auger  (5.1  cm  in 
diameter and 122 cm  in  length) at depths between 15 and 30 cm and grouped as (i) water source 
upstream  (unexposed);  (ii)  rice  field  where  the  chemicals  were  applied  (exposed);  (iii)  areas 
downstream of the irrigation line (residual). Eleven [11] samples were collected at equal intervals of 
25 meters at each depth: unexposed (samples 1–4; from the water source upstream), exposed (samples 


















The  concentration  and  purity  of  the  extracted  DNA  was  determined  using  NanoDrop 
(ThermoScientific,  Wilmington,  DE,  USA)  and  the  DNA  quality  was  assessed  by  agarose  gel 
electrophoresis. The extracted DNA samples were normalized and equal amounts were analysed by 
16S ribosomal RNA (rRNA) gene sequencing. The V4 region of the bacterial 16S rRNA gene was PCR‐
amplified  using  bacteria/archaeal  primers  515F  (5’GTGCCAGCMGCCGCGGTAA3’)  and  806R 










(v4)  analytic  pipeline,  as  described  previously  [17,19,20].  The  CMMR  pipeline  for  16S  analysis 
leverages  the QIIME  (Quantitative  Insights  Into Microbial Ecology) software package  [17,20] and 
custom analytic packages. The 16S rRNA gene sequences were clustered into taxonomic operation 
units  (OTUs) at a similarity cut‐off value of 97% using  the UPARSE algorithm  in QIIME and  the 
SILVA database [21]. The OTUs were determined by mapping to the SILVA database containing only 
the  16S V4  region  to  determine  taxonomies  [21]. An OTU  table was  constructed  for  taxonomic 










The bacterial data was  also  analysed using multivariate ordination  techniques  to  assess  the 
effects  of  depth,  culture  under  either  aerobic  or  anaerobic  conditions,  and  exposure  on  the 
composition of  the bacterial community. Genus  level data were  log  (x + 1)  transformed  to down‐
weight the high abundances and approximate a normal distribution of the data. Since the data were 
compositional  (relative), canonical correspondence analysis  (CCA) was used  [23,24]. First, a CCA 








variables  and depth  as  covariable,  in order  to  show  the  (interactive)  effects of  the variables. All 
analysis were performed using the CANOCO Software package, version 5 [24]. 
3. Results 






under  aerobic  conditions  were  Bacillus,  Domibacillus,  Enterobacter,  Acinetobacter,  and  Aeromonas 
(Figure 1). Domibacillus, Enterobacter, and Aeromonas were  the most predominant genera detected 
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Escherichia/Shigella  Aerobes  Ubiquitous  Plant growth 
promoter  Pathogenic  [43,44]  Exposed 
Domibacillus  Aerobes  Ubiquitous, 
Soil, water  Unknown  Unknown  [28]  Residual 






Aerobes  Soil, water  Biocontrol  Pathogenic  [48]  Exposed 



















Figure  2. The  Simpson  and  Shannon  bacterial diversity  indices  of pesticide‐treated  irrigated  soil 
samples.  Pesticides‐treated  irrigated  soil  samples were  collected  from  the  unexposed,  pesticide‐
exposed, and residual exposure areas and  incubated  for 24 h under aerobic  (A) and anaerobic  (B) 
conditions. DNA was extracted and analyzed by 16S rRNA sequencing.  In the anaerobic samples, 
two‐sample t‐test showed that the mean Simpson and Shannon diversity indices were significantly 
different  between  the  pesticide‐exposed  and  unexposed  areas  (p  =  0.00003  and  p  =  0.00005, 






(OTU).  Enterobacter,  Aeromonas,  Comamonas,  Stenotrophomonas,  Bordetella,  and  Staphylococcus 
decreased in the area exposed to pesticides. The abundance of Aeromonas species decreased in the 





and  Staphylococcus  included  Clostridiales  (CsrThio4),  Paeniclostridium,  Clostridiales  (CsrSardi), 






















































































bacterial  abundance  and  diversity.  The  results  showed  that  the  use  of  pesticides  decreased  the 
abundance and bacterial diversity of the soil. Soil samples collected from three locations (unexposed, 
exposed, residually‐exposed areas) within an irrigated rice field with a history of pesticide use were 
examined  for  the presence of aerobic and anaerobic bacteria. The data demonstrated  that aerobic 
bacteria exhibited a higher return to diversity in the residual pesticide exposure areas, compared to 
the anaerobic residual exposure areas (Figure 2). 





detected, but  little  is known about  the  species of  this genus  [28]. Among  the 20 most  frequently 
detected anaerobic genera (Figure 3B), Enterobacter, Aeromonas, and Bacillus contain species that are 






The  decrease  in  the  abundance  of  Enterobacter,  Aeromonas,  Comamonas,  Stenotrophomonas, 








Application of herbicides has been  shown  to  induce  stress  conditions  in non‐photosynthetic 
microorganisms. For instance, metabolism of the Gram‐negative bacteria Stenotrophomonas maltophilia 
usually  present  in  rice  field  irrigation  channels  [42],  (also  identified  in  this  study)  has  been 




in  a  model  paddy  microcosm  study  showed  that  the  nitrification  potential  was  significantly 
suppressed [56]. In a related study, application of the recommended dose of bispyribac‐sodium and 
a double dose altered soil bacterial populations, enzyme activities, and functional microbial diversity 
in  a  paddy  soil  [57].  Thus, we  expect  similar  effects  of  the  applied  herbicides  on  the  bacterial 
ecosystem of our study site. 
In  the  natural  environment, microorganisms  have  access  to  abundant  and  diverse  array  of 
carbon sources that may be easily assimilated than complex organic compounds. Biodegradation of 
2,4‐D is important in determining its overall fate in the environment, which is used on the rice field 
studied  (Table 1). Degradation of 2,4‐D  in  the soil  is a  fundamental attenuation process, which  is 
influenced by both abiotic and biological processes. Different soil constituents and  interactions of 
microbial communities and 2,4‐D in soil play a critical role in the degradation process. 2,4‐D usually 
degrades after a  few days of  its application  through both abiotic and biotic  interactions  [58]. Soil 
microorganisms also play vital  roles  in  the degradation of pesticides and mineralization of  their 
metabolites. Among  these microorganisms are dominant species of endophyte Pseudomonas  (40%) 




pyridinol and 3,5,6‐trichloro‐2‐methoxypyridine. Pseudomonas  is  the group of bacteria present  in 
large  amount  in  the  soil  and have  a vital  role  in  the mineralization of organic matter. They  are 
metabolically  adaptable  and have  capability  to degrade most  of  the  aromatic hydrocarbons,  oil, 
petroleum products,  and pesticides  [61]. Pseudomonas has  the  capability  to mineralize phenolic 








involved  in  nutrient  mobilization,  plant  growth  promotion,  mineralization,  and  metabolism  of 
organic compounds. It remains to be seen whether the depletion of soil microbes would also affect 
the fertility of the soil and overall productivity of this rice field. The increase in abundance of the 
genera Domibacillus,  Bacillus,  and  Clostridia  suggest  they were  generally  not  constrained  by  the 
pesticides. It is possible that these bacteria can metabolize the pesticides or require a much higher 
concentration of the pesticides in order to be affected. Ongoing research aims to identify the species 
among  these  genera  present  in  the  sample  and  to  explore  their  potential  as  candidates  for 
bioremediation. Our study shows that  there  is a need to educate and encourage  farmers  to adopt 
innovative integrated pest management strategies that promote the function of beneficial microbes 
with little to no deleterious impact on the soil bacterial ecosystem. 
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